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RESUMO

INTRODUCAO: Vesiculas extracelulares (VE) sdo estruturas envolvidas por
membrana fosfolipidica e proteica e podem conter componentes citoplasmaticos como
proteinas, enzimas e acidos nucléicos. Elas sdo encontradas em fluidos biologicos
como plasma, soro, saliva e leite materno e séo liberadas por varios tipos celulares.
As VE sao consideradas importantes vias de comunicacéo intercelular, juntamente
com fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e moléculas de adeséo, os quais
sdo capazes de modular resposta imune. Estudos preliminares sugerem que as VE
derivadas de macrofagos infectados exibem atividade proé-inflamatéria e podem
modular mecanismos da resposta imune, como a migracao de outras células para o
foco infeccioso. OBJETIVO: Avaliar a capacidade imunoestimulatoria e
antimicobacteriana de VE derivadas de macréfagos infectados pelo Mycobacterium
bovis BCG e do plasma de individuos saudaveis. METODOS: VE foram isoladas a
partir do sobrenadante de cultura de macrofagos humanos infectados ou nao por M.
bovis BCG (VE-BCG, VE-meio), bem como, diretamente, a partir de plasma de
doadores saudaveis (VE-plasma). As VE foram caracterizadas morfologicamente, por
microscopia eletrénica de transmissao (MET), quanto ao tamanho e a concentracao
por analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e bioquimicamente, quanto a
presenca de moléculas de superficie e citocinas internas. A atividade
antimicobacteriana e o potencial imunoestimulatério das VE foi avaliado em culturas
de macréfagos humanos infectados ou ndo pelo BCG, através da quantificacdo da
carga bacilar intracelular por unidades formadoras de colbénias (CFU) e dosagem das
citocinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF, respectivamente. RESULTADOS: A
caracteriza¢do morfolégica por MET, e quanto a tamanho e concentracdo por NTA,
sugerem que as VE obtidas tém tamanho e formato compativeis com achados de
outros autores. Foi observada maior quantidade de VE/25ug de proteinas no plasma
guando comparado com o sobrenadante de culturas estimuladas com BCG ou sem
estimulo. A origem e a capacidade de apresentar antigenos foi confirmada
respectivamente pela presenca de moléculas de superficie de macréfagos (CD68) e
a presenca de receptores do complexo principal de histocompatibilidade do tipo II
(MHC-Il) em VE. VE-BCG mostraram carregar niveis aumentados de IL-6 e IL8
guando comparadas com VE-meio e VE-plasma. A atividade antimicobacteriana de
VE-BCG e VE-Plasma foi sugerida pela reducdo da carga bacilar intracelular dos
macréfagos tratados com essas respectivas VE. No entanto, ndo observamos
mudanca no perfil de liberacdo de citocinas no sobrenadante de culturas de
macrofagos tratados com VE. CONCLUSAO: Concluimos que macréfagos liberam
VE com caracteristicas da célula origindria e com capacidade de apresentacdo de
antigenos. Esses macréfagos quando infectados pelo BCG liberam VE carreadoras
de citocinas pro-inflamatérias que podem favorece a atividade antimicobacteriana do
macrofago apoés a infeccao pelo BCG.

Palavras chave: Bacilo Calmette-Guérin; Imunomodulacdo; Tuberculose; Vesiculas
extracelulares.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Extracellular vesicles (VE) are structures surrounded by
phospholipid and protein membrane and may contain cytoplasmic components such
as proteins, enzymes and nucleic acids. They are found in biological fluids such as
plasma, serum, saliva and breast milk and are released by various cell types. VE
considered important intercellular communication pathways, along with growth factors,
cytokines, chemokines and adhesion molecules, which are capable of modulating
immune response. Preliminary studies suggest that VE derived from infected
macrophages exhibit pro-inflammatory activity and may modulate immune response
mechanisms, such as the migration of other cells to the infectious focus. OBJECTIVE:
To evaluate the immunostimulatory and antimycobacterial capacity of VE derived from
macrophages infected with Mycobacterium bovis BCG and the plasma of healthy
individuals. METHODS: VE were isolated from the culture supernatant of human
macrophages infected or not by M. bovis BCG (VE-BCG, VE-medium) as well as
directly from plasma from healthy donors (VE-plasma). The VE characterized
morphologically by transmission electron microscopy (TEM), in size and concentration
by nanoparticle tracing analysis (NTA) and biochemically, in the presence of surface
molecules and internal cytokines. The antimicrobial activity and the immunostimulatory
potential of the VE were evaluated in cultures of human macrophages infected or not
by BCG, by quantifying the intracellular bacillary load by colony forming units (CFU)
and cytokines IL-1B, IL-6, IL -8, IL-10 and TNF, respectively. RESULTS: The
morphological characterization by MET, and its size and concentration by NTA,
suggest that the obtained VE have size and shape compatible with findings of other
authors. A greater amount of VE/25ug of plasma proteins observed when compared
to the supernatant of cultures stimulated with BCG or without stimulation. The origin
and ability to present antigens confirmed respectively by the presence of macrophage
surface molecules (CD-68) and the presence of type Il major histocompatibility
complex (MHC-II) receptors in VE. VE-BCG cells showed increased IL-6 and IL-8
levels when compared to VE-media and VE-plasma. The antimycobacterial activity of
VE-BCG and VE-Plasma suggested by the reduction of the intracellular bacillary load
of the macrophages treated with these respective VE. However, we did not observe a
change in the cytokine release profile in the supernatant of VE-treated macrophages
cultures. CONCLUSION: We conclude that macrophages release VE with
characteristics of the original cell and with antigen presentation capacity. These
macrophages when infected by BCG release VE that carry proinflammatory cytokines
that may favor macrophage antimycobacterial activity after BCG infection.

Keywords: Calmette-Guérin bacillus; Immunomodulation; Tuberculosis; Extracellular
vesicles.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é considerada um grave problema de saude publica.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de um terco da populacéo
mundial esta infectada com o bacilo Mycobacterium tuberculosis (MTB), sendo a TB

uma das principais causas de morbimortalidade no mundo (OMS, 2018).

Existe apenas uma vacina licenciada para TB no mundo, o Bacilo de Calmette-
Guérin (BCG) que é derivado do Mycobacterium. bovis (M. bovis) atenuado. No
entanto, estudos tém alertado que esta vacina apresenta eficacia altamente variavel
para a protecdo contra a TB pulmonar em adultos (FINE 1995; LIU et al., 2009), o que
justifica a necessidade de desenvolvimento de uma vacina mais segura e eficaz contra
a TB. Nesse cenario, foi evidenciado o potencial das vesiculas extracelulares (VE)
como uma possivel ferramenta no combate da TB. VE sdo vesiculas de tamanho
nanométrico produzidas tanto por células do hospedeiro quanto por microrganismos
patogénicos e que estdo envolvidas em muitas atividades, incluindo comunicacao
célula-célula, imunomodulacédo, viruléncia e sobrevivéncia celular (GUPTA e
RODRIGUEZ, 2018).

Macrofagos infectados por microrganismos intracelulares como Salmonella
typhimurium e Toxoplasma gondii induzem a producdo de VE que podem modular
respostas imunes tanto in vitro quanto in vivo (BHATNAGAR et al., 2007). Por causa
de suas capacidades imunoestimuladoras, VE estdo sendo investigadas como
componentes de futuras vacinas (BEAUVILLAIN et al., 2007; CHAPUT et al., 2004,
DEL CACHO et al., 2011; SCHNITZER et al., 2010).

Nosso grupo de pesquisa identificou e caracterizou VE de macrofagos
infectados com L. amazonensis (CRONEMBERGER-ANDRADE et al., 2014) e VE de
neutrofilos infectados com MTB (DUARTE et al., 2012).

VE liberadas de macréfagos infectados por micobactérias sdo contém
componentes micobacterianos, incluindo padroes moleculares associados a
patégenos (PAMP) e podem estimular a producdo de moléculas pré-inflamatérias em
macroéfagos receptores (BHATNAGAR et al., 2007). Foi demonstrada a ativacao da

resposta imune adaptativa in vitro estimulada tanto por VE provenientes de
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macréfagos infectados por MTB quanto por VE provenientes de macréfagos
infectados por BCG (RAMACHANDRA et al., 2010).

No entanto, ainda nao esta bem definido se VE sdo capazes de induzir protecao
no hospedeiro contra uma infeccéo por micobactérias (CHENG e SCHOREY, 2013).
Diante do que foi exposto, o presente estudo teve a finalidade de caracterizar as VE
liberadas de macréfagos sem estimulo, infectados por BCG e do plasma de doadores
saudaveis, bem como investigar se essas VE séo capazes de estimular macrofagos a

combater a infeccdo por BCG.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.ASPECTOS GERAIS DA TUBERCULOSE

A TB é uma doenca cronica, infectocontagiosa, responsavel pelo maior nimero
de mortes no mundo entre as doencas infecciosas causadas por um unico agente. De
acordo com a OMS, um terco da populacdo mundial esta infectada pelo MTB, agente
causador da doenca, portanto em risco de desenvolver a doenga. Estima-se que
tenham ocorrido no mundo em 2017 cerca de 10 milhdes de casos novos de TB (OMS,
2018). Isso representa um aumento de 47% do namero total de casos em comparacao
com a incidéncia estimada em 1990 (6,8 milhdes de casos novos de TB) (OMS, 2018).
Esse aumento esta relacionado a questdes sociais, como a pobreza e 0 baixo
desenvolvimento socioeconémico (CARTER et al., 2018; GERALDES SANTOS et al.,
2007) a epidemia da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e ao
aumento da incidéncia de infeccdes por cepas resistentes aos farmacos anti-TB
(MORRIS et al., 2013).

O Brasil esta entre os 30 paises responsaveis por 87% do numero total de
casos de TB no mundo (OMS, 2018). No pais foram registrados cerca de 70 mil casos
novos de TB em 2017 com o coeficiente de incidéncia de 33,5 casos para cada
100.000 habitantes. A Bahia foi o 5° estado em numero de casos novos, enquanto
Salvador foi a quarta capital em nimero de casos, com 4.099 casos registrados nesse
mesmo ano e.com cerca de 1,5 vezes o coeficiente de incidéncia nacional (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O BCG foi obtido por atenuagéo do M. bovis (CALMETTE, 1927). No mundo,
mais de 90% dos recém-nascidos sdo vacinados com a BCG, Unica vacina atualmente
licenciada contra o desenvolvimento da TB ativa (OMS, 2018). O uso da vacina
revelou evitar formas graves de TB em criangas, no entanto, atualmente n&do existe
vacina que seja eficaz na prevencao da tuberculose em adultos, antes ou depois
exposicdo a infecgdo por TB (OMS, 2018). Sendo assim, é improvavel que a BCG
contribua substancialmente para o controle da epidemia da TB (ZWERLING et al.,
2011), o que justifica a necessidade de novas pesquisas que possibilitem o

desenvolvimento de uma vacina mais segura e eficaz contra a doenca.
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2.2.AGENTE CAUSADOR DA TB

O MTB, também conhecido como bacilo de Koch, é uma micobactéria, aerdbica
em forma de bastonete, parasita intracelular e bacilo &lcool-acido resistente (BAAR)
(CARROLL et al., 2015). E propagado pelo ar, durante a tosse, espirro ou fala de
individuos com a TB pulmonar ativa. Ao serem inalados por um individuo sadio, os
bacilos infectam os macrofagos alveolares apresentando risco de desenvolver a
doenca (BANULS et al., 2015) Caso o MTB n&o seja eliminado do hospedeiro, os
individuos infectados podem apresentar a forma latente da TB (LTBI), que é
assintomatica e nao transmissivel, ou a doenca TB ativa, que é transmissivel e
sintomatica (PAI et al., 2016). Na maioria dos individuos com LTBI, a imunidade é
suficiente para manter a infec¢édo controlada e assintomatica através da formacédo do
granuloma tuberculoso (cerca de 90% dos infectados), entretanto, por razdes que
ainda ndo foram completamente esclarecidas, cerca de 10% dos individuos com LTBI
evoluem para a TB ativa (AHMAD, 2011).

2.3. RESPOSTA IMUNE AO MTB

Macrofagos sdo células fagocitarias que estao estrategicamente presentes em
guase todos os tecidos do corpo, consistindo na primeira linha de defesa imunolégica
ao MTB. Iniciada a infeccdo por MTB, multiplas vias celulares em macrofagos sdo
ativadas para iniciar uma resposta imune adaptada ao patégeno invasor e também
para regular os destinos celulares do hospedeiro. Os receptores Toll-like (TLR), por
exemplo, expressos em macrofagos podem reconhecer padrbées moleculares
associados a patdgenos (PAMP) em MTB e mediar a producdo de citocinas
imunorregulatérias, como TNF e interferon tipo | (IFN). Além disso, o receptor de
vitamina D e a vitamina D-1-hidroxilase sé@o regulados positivamente em macréfagos
infectados por MTB, pelos quais a vitamina D participa de respostas imunes inatas.
As vias de sinalizagdo que envolvem TNF, IFN tipo | e vitamina D estao
interconectadas, as quais desempenham papéis criticos na regulacdo da morte dos

macrofagos infectados (XU et al., 2014).

Os macrofagos desempenham um papel duplo durante a infeccdo por MTB.
Por um lado, servem como principal hospedeiro da micobactéria, e por outro lado, eles
tém um papel crucial na defesa imunologica (GUIRADO, SCHLESINGER e KAPLAN,
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2013), pela secrecao de enzimas proteoliticas com efeitos antimicrobianos e citocinas
incluindo a Interleucina-1B (IL-1B), IL-6, TNF, IL-10 e TGF-B (fator de crescimento
transformador-B) (HOSSAIN e NORAZMI, 2013). As citocinas TNF, IL-1B8 e IL-6
secretadas pelos macréfagos sao proé-inflamatérias, que em conjunto com
qguimiocinas, leucotrienos, prostaglandinas e complemento induzem uma maior
permeabilidade vascular e recrutamento de células inflamatérias. Em contrapartida,
as citocinas IL-10 e TGF-B também secretadas pelos macréfagos sao anti-
inflamatorias. Suas principais atividades dizem respeito a supressao da ativacao de
macrofagos e da producgdo de TNF, IL-1[3, IL-6, IL-8, IL-12, e o fator estimulador de
colénias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), bem como a diminuicdo da
expressdo do complexo principal de histocompatibilidade do tipo II (MHC-II) em
macrofagos ativados, sendo portanto, potentes inibidores da apresentacdo de
antigeno (ARANGO-DUQUE e DESCOTEAUX, 2014).

A literatura relata ainda que a liberacdo de IL-12 por macréfagos leva a
producado de IFN-y por células Natural Killer (NK) e diferenciacéo de células ThO em
células Thl, que também liberam IFN-y (TRINCHIERI, 1995). IFN-y € a principal
molécula ativadora de macréfagos, sendo capaz de induzir o aumento da expressao
de diversos genes no macrofago, induzir um aumento na expressao do MHC e de
receptores para imunoglobulinas, recrutar linfécitos T que participam da destruicao
bacteriana, e estimular a producdo de 6xido nitrico. O IFN-y, em sinergia com TNF,
ativa macrofagos infectados, iniciando um importante mecanismo efetor da imunidade
mediada por células (OTTENHOFF et al., 1998; SALGAME, 2005).

A imunidade celular é o principal mecanismo de defesa contra o MTB, sendo
realizada por intermédio do reconhecimento de antigenos por receptores em células
da imunidade inata e adquirida. A imunidade contra o MTB é mediada especialmente
por linfécitos TCD4* e TCD8* do tipo Thl (FERRAZ et al., 2006). Assim, de maneira
geral pode-se inferir que a ativacdo do sistema imunologico e a inflamagéo séo, sem
davida, a chave principal na imunopatogenia da doencga. No entanto, a complexidade
das interacdes entre o MTB e os fatores hospedeiros dificulta o estabelecimento de
biomarcadores relacionados a ativagdo da doenca e protegcdo (LYADOVA e
PANTELEEV, 2015).
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Durante a infeccdo por MTB, véarias formas de destino celular foram
observadas, como necroptose, apoptose e autofagia, entre as quais a apoptose e a
autofagia tém sido reconhecidas como mecanismos de defesa inatos de macrofagos
(BEHAR et al., 2011; BRADFUTE et al., 2013). A morte apoptética reduz a viabilidade
de diferentes espécies micobacterianas, incluindo o MTB. No entanto, cepas mais
virulentas de MTB podem induzir altos niveis de moléculas antiapoptoticas como Bcl-
2, prevenindo a morte celular por apoptose e favorecendo a sobrevivéncia intracelular
dos bacilos (RIOS-BARRERA et al., 2006). A descoberta de que macrofagos
infectados com MTB virulenta sofrem necroptose, enquanto aqueles infectados com
cepas mutantes atenuadas de MTB sofrem apoptose, reforca que o MTB do tipo
selvagem inibe ativamente a apoptose (XU et al., 2014).

A formacédo do granuloma € um componente central da resposta inflamatéria a
infeccdo por MTB. Os leucécitos recém-recrutados agregados ao redor de macréfagos
infectados proporcionam a microarquitetura do granuloma necessaria para o controle
da infeccdo. Inicialmente ocorre uma proliferacdo de macréfagos que fagocitam o
agente. Apos essa fase, essas células amadurecem e adquirem um padrdo que se
assemelha a uma célula epitelial chamada de célula epitelidide, podendo se fundir,
dando origem as células gigantes multinucleadas - Células de Langerhans. Nesse
sentido, o sistema imune tenta isolar a infeccao prevenindo a disseminacéo do MTB
e concentra, portanto a resposta no local de implantacdo da doenca (Figura 1)
(SANTOS e LIMA, 2017).

O granuloma é uma estrutura dindmica e que pode apresentar trés estados de
equilibrio. O primeiro consiste no granuloma protetivo, que desfavorece o crescimento
da micobactéria, a presenca das células T ativadas o granuloma torna-se totalmente
organizado com a micobactéria no interior do macrofago circundado pelos linfécitos T,
esse estado de equilibrio € caracterizado por uma resposta imune mais intensa com
a secrecao de citocinas proé-inflamatérias, resultando na baixa capacidade da bactéria
replicar e/ou sua eliminagao no granuloma. O granuloma protetivo pode migrar para o
granuloma homeostasico, onde ha um balangco da resposta imune, mediado por
citocinas pré-inflamatérias versus citocinas anti-inflamatérias. Esse estado de
equilibrio pode entdo migrar para o granuloma protetivo ou evoluir para o granuloma
transmissivo. O granuloma transmissivo é caracterizado pela dorméncia e infeccdo de

neutréfilos, crescimento bacteriano, mediado pela supressdo da imunidade,
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desbalanco da resposta TH1 e TH2, superinfeccéo e hiperimunidade, nesse caso, a
disseminacgdo dos bacilos pode levar a tuberculose secundaria, que € aquela quando
ocorre a reativacao dos bacilos que estavam contidos ou pode regredir ao granuloma
homeostéasico ou protetivo (EHLERS e SCHAIBLE, 2013).

Entrada no novo
Transmissao hospedeiro

Multiplicagdo em
nicho tnico

Infeccao de
macréfagos

3 individuais

Expansao no
granuloma

Maturagao do
Necrose do granuloma
granuloma com

©©@©@
i
== g

extracelular @ @ @ ©Lin16citos

Figura 1 - Ciclo de vida patogénico de MTB

Um individuo com TB pulmonar expele aerossdis com MTB. Os bacilos quando inalados por um hospedeiro
susceptivel, séo fagocitados por macrofagos alveolares. Em 90% dos casos, os hospedeiros imunocompetentes
controlam a infecgdo primaria e formam o granuloma, um agregado celular organizado contendo macrofagos e
outras células imunes. O granuloma envolve o bacilo e controla sua proliferagdo. Entretanto, sob muitas
circunstancias, as células infectadas podem sofrer necrose, formando um granuloma com nucleo necrético. Assim,
individuos com infec¢éo latente podem sofrer uma reativacdo da TB ao longo de suas vidas e tornar-se doentes
capazes de transmitir a TB. Fonte: Adaptado de CAMBIER, FALKOW e RAMAKRISHNAN, 2014.

O recrutamento e retencdo de células no interior do granuloma € um processo
bem regulado e dependente da sinalizacdo entre as células. Essa sinalizacdo pode
ocorrer através da secrecdo de fatores pré-inflamatérios das células infectadas, esses
fatores incluem citocinas e quimiocinas e podem também incluir vesiculas

extracelulares (VE), como exossomos e ectossomos (WALTERS et al., 2013).

2.4.VESICULAS EXTRACELULARES

VE foram observadas pela primeira vez em 1946 por Chargaff e West, que a
descreveram como particulas derivadas de plaguetas pré-coagulantes em plasma
(CHARGAFF e WEST, 1946). Com o0 avango das pesquisas, as fun¢des das VE foram
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sendo mais elucidadas e caracterizadas. Atualmente ja se sabe que elas podem ser
isoladas a partir de quase todos os tipos de células e fluidos biologicos, tais como:
urina (MERCHANT et al., 2017), fluido nasal e de lavagem bronquica (TORREGROSA
PAREDES et al., 2012), saliva (IWAI et al., 2017), fluido amnidtico (KELLER et al.,
2011), plasma (CABY et al., 2005; KARIMI et al., 2018), soro (CHEN et al., 2018),
fluido seminal (POLIAKQV et al., 2009; HOOG e LOTVALL, 2015), entre outros.

Desde que foram descritas pela primeira vez, varios termos ja foram utilizados

” 113 ” [

para descrever as VE, como: “exossomos”, “ectossomos”, “vesiculas semelhantes a

” “ ” 11} ” “*

exossomos”, “microparticulas”, “micro-vesiculas”, “particulas ligadas a membrana”,

” ” 113

corpos apoptoticos”, “microparticulas apoptéticas”, entre
outros (OROZCO e LEWIS, 2010).

“vesiculas de membrana

Atualmente as VE sdo amplamente classificadas em 3 categorias principais: 0s
corpos apoptoticos, microvesiculas e exossomos. Os corpos apoptoticos sao
considerados o maior grupo de VE, liberados como bolhas de células no processo de
morte celular programada (apoptose), seu didmetro varia de 1 a 4um (YANEZ-MO et
al., 2015; CHOI et al., 2013). As microvesiculas possuem de 100nm a 1000nm de
didametro, sdo liberados diretamente a partir da célula para o exterior através do
brotamento da membrana plasméatica. Os exossomos sdo as menores vesiculas,
possuem de 30 a 150nm de didmetro, sdo formados através de brotamento para
dentro das membranas endossomais, que dao origem a corpos multivesiculares
intracelulares, em seguida fundem com a membrana plasmética, sendo liberadas para
o exterior da célula (RUTTER e INNES, 2017; TKACH e THERY, 2016; TRIPISCIANO
etal., 2017; WHITESIDE, 2018; YANG e LI, 2018) (Figura 2). Nesse trabalho, o termo

VE sera utilizado para se referir a populacédo mista de exossomos e microvesiculas.
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Figura 2 - Biogénese de VE

VE podem ser classificadas em exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos. Exossomos e microvesiculas
sdo liberados por células saudaveis, embora diferem em varios aspectos. Exossomos séo vesiculas de tamanho
nanomeétrico de origem endocitica que se formam a partir de trafico vesicular intracelular. Seu tamanho varia de
30nm al50nm. As microvesiculas brotam da superficie da célula e seu tamanho pode variar entre 100nm a
1.000nm. Fonte: Adaptado de Abcam (“Extracellular vesicles: an introduction | Abcam”).

VE sé&o consideradas uma das principais vias de comunicacao intercelulares,
em conjunto com fatores de crescimento, citocinas, nucleotideos, lipidios, oxido nitrico
e moléculas de adesdo (CORRADO et al., 2013). Elas séo circundadas por uma
membrana fosfolipidica e proteica que protege o0s componentes internos de
degradacdo enzimatica e viabiliza a criacdo de um ambiente natural estavel
(ENDERLE et al., 2015).

VE contém citoplasma e apresentam uma topologia de membrana que é
inversa & membrana endossémica. O folheto interno da membrana de VE esta voltado
para o citoplasma, enquanto o folheto externo esta contiguo ao espacgo extracelular
(SCHNEIDER e SIMONS, 2013). Esse processo ocorre durante a biogénese de VE,
a assimetria lipidica da membrana é perdida, fazendo com que fosfatidilserina, um

fosfolipidio que esta localizado exclusivamente no folheto interno seja exposto no
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folneto externo (processo semelhando ao que ocorre durante a apoptose). A
exposicdo de fosfatidilserina na superficie da membrana é um sinal classico que

permite a captacao pelas células fagocitarias (KOOIJMANS et al., 2018)

A fusdo das VE com a membrana plasmatica de células receptoras permite a
passagem de seus componentes internos para a célula-alvo e assim a transferéncia
de informacdes. Dentre as informacgdes transferidas estdo: proteinas, enzimas, assim
como moléculas de acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA). A
capacidade de influenciar a expresséo de genes em células distantes apresenta um
modelo de sinalizacdo célula-a-célula, oferecendo uma nova perspectiva sobre a
comunicacao intercelular com potenciais aplicagOes terapéuticas (RAMACHANDRAN
e PALANISAMY, 2012).

Estudos da biogénese e funcdo de VE podem levar a melhoria dos
biomarcadores e candidatos a vacinas para uma série de doencas com opc¢les
terapéuticas limitadas atualmente. Dependendo da ancestralidade celular, VE
carregam proteinas especificas do tipo celular que a originou, como o MHC quando
liberado de células apresentadoras de antigeno, ou proteinas mielinicas, quando
derivadas de oligodendrécitos (SCHNEIDER e SIMONS, 2013). Além disso, VE
também podem carregar caracteristicas do patégeno, VE facilitam a transferéncia do
HIV-1 e constituintes virais de macréfagos infectados para células vizinhas, a medida
gue promovem a comunicacao intercelular e, com condutas de ligacdo, regulam as

respostas imunoldgicas e aceleram a disseminacao viral (KADIU et al., 2012).

Nosso grupo de pesquisa isolou VE derivadas de macrofagos diferenciados de
medula éssea de camundongos, infectados ou ndo por L. amazonensis e mantidos
em cultivo por um periodo de 9 dias. Nesse trabalho foi demonstrado que as VE
derivadas de macrofagos infectados por L. amazonensis induzem a producao de
citocinas pro-inflamatérias (IL-12, IL1 e TNF) em macréfagos naive e podem
contribuir para modular o sistema imunologico a favor de uma resposta imune Thl e
conferir um fendtipo resistente ao macréfago para a eliminagcdo da Leishmania
(CRONEMBEG-ANDRADE, 2014).
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2.4.1. Relagdo VE e tuberculose

VE liberadas por macréfagos alveolares infectados podem contribuir para a
ruptura da monocamada das células epiteliais e para o recrutamento de neutréfilos,
macrofagos e CD para o local da infeccéo no alvéolo e, assim, facilitar a subsequente
formacdo do granuloma. A producédo continuada de VE de macréfagos infectados
dentro do granuloma pode sinalizar a presenca de infec¢ao, estimulando a producéo
de TNF, que é essencial para a formacédo e manutencdo do granuloma (BEAN et al.,
1999; FLYNN et al., 1995; WALTERS et al., 2013).

Células infectadas por MTB induzem maior liberacdo de VE do que a infeccao
por BCG, o que pode indicar que a viruléncia bacteriana também é um fator de
modulagéo da liberagdo de VE. Além disso, VE de macréfagos infectados por MTB
induzem maior recrutamento celular in vivo, com a participacdo de uma maior
variedade de tipos celulares. Esse recrutamento pode estar relacionado a diferencas
nos antigenos presentes nas VE, a expressao de diferentes ligantes de receptores
celulares na superficie de VE, ou a variacdes no conteudo de citocinas proé-
inflamatdrias e quimiocinas de VE (WALTERS et al., 2013).

Confirmando esses achados, camundongos pré-tratados com VE de
micobactérias patogénicas desenvolvem uma inflamacdo mais aguda e cargas
bacterianas mais elevadas nos pulmdes em comparagcéo com camundongos controles
e aqueles tratados com VE néo patogénicas. A pré-exposicao a VE também aumentou
a disseminacdo de bacilos do pulmdo para outros 6rgaos linfoides, como o baco.
Esses dados sugerem que VE séo prejudiciais para o hospedeiro durante a infec¢ao
por MTB (PRADOS-ROSALES et al., 2011).

Nosso grupo de pesquisa isolou VE de neutrofilos infectados pelo MTB. Nesse
estudo VE foram caracterizadas morfologicamente por MET (Figura 3) e usadas em
ensaios de infeccédo, aonde macrofagos foram infectados com MTB e tratados com
VE derivadas de neutréfilos por 96h e, apds tratamento teve o numero de unidades
formadoras de colonias (CFU) determinado. A adigcdo de VE reduziu a atividade
antimicobacteriana dos macréfagos através do aumento da carga bacilar intracelular
apos o tratamento, indicando que as VE podem servir de veiculo para regular a
atividade antimicrobiana de macréfagos infectados com micobactérias (DUARTE et

al., 2012). Em contrapartida, um trabalho realizado por Alvarez-Jiménez e
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colaboradores demonstrou que o tratamento com VE liberadas de neutréfilos reduziu
a carga bacilar de MTB em macrofagos (ALVAREZ-JIMENEZ et al., 2018).

S W i
Figura 3 - VE derivados de neutroéfilos.
Os neutrdéfilos humanos foram infectados por MTB e VE liberadas (setas) foram isoladas por

ultracentrifugacéo e processadas para analise MET, duas horas apds a infec¢do. Barra: 200 nm
(DUARTE et al., 2012).

VE de BCG adicionadas a macréfagos provenientes da medula 6ssea de
camundongos induzem a producéo de IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12, TNF, CXCL1 e MIP-1a
/ CCL3, sendo a maioria destas citocinas induzidas de uma forma dependente de
TLR2 (PRADOS-ROSALES, 2011), sugerindo que as VE possuem uma grande
influéncia na resposta ao MTB.

Os trabalhos apresentados reforcam a ideia de que as VE possuem atividade
na modulacdo da funcdo antimicobacteriana de macréfagos, no entanto ainda ha
muitas questdes sem serem respondidas. Desta forma, ainda néo esta claro o papel
protetor de VE derivadas de macréfagos infectados ou néo pelo BCG e de VE isoladas
do plasma de doadores saudaveis. O presente trabalho teve o objetivode caracterizar
melhor essas VE sobre a sua morfologia, composicdo, conteudo e possivel atividade
de modular positivamente a resposta protetora contra a bactéria, a fim de servir de
ferramenta para novas estratégias de estudo, principalmente para a producédo de

novos metodos diagnodsticos ou vacinas contra a TB.
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3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade imunoestimulatoria e antimicobacteriana de vesiculas

extracelulares derivadas de macréfagos infectados por Mycobacterium bovis BCG.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar VE derivadas de macrofagos infectados pelo BCG, comparando-
as com VE produzidas em culturas nao infectadas e com VE obtidas do
plasma humano;

e Auvaliar o possivel papel pro inflamatério de VE, por andlise de moléculas de
superficie e conteudo intravesicular, incluindo citocinas;

e Avaliar o possivel efeito imunoestimulador de VE sobre cultura de
macréfagos infectados ou ndo pelo BCG;

e Avaliar a atividade antimicobacteriana de macréfagos infectados pelo BCG
apos tratamento com VE.

4. HIPOTESE

O tratamento in vitro de macréfagos humanos derivados de monécitos com VE
derivadas de macrofagos apoés a infeccdo com BCG é capaz de promover um efeito
imunoestimulador e modular positivamente a atividade antimicobacteriana desses

macroéfagos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.DESENHO DO ESTUDO

O desenho do estudo esté ilustrado na figura 4. VE de macrofagos foram
obtidas de culturas de macrofagos diferenciados a partir de monécitos do sangue
periférico de doadores saudaveis, purificados por sorting magnético e infectados ou
néo pelo BCG. O isolamento das VE liberadas de macrofagos foi avaliado em ensaio
de cinética para definir o dia ideal de liberacdo das mesmas. VE foram isoladas
também do plasma de doadores saudaveis. Apds padronizar o dia ideal de liberacéo,
as VE foram caracterizadas quanto a sua ultra-estrutura, tamanho e concentracéo
bem como quanto a sua composi¢cao em relacdo a moléculas de superficie e intra-
vesiculares. Adicionalmente, foram avaliados o seu possivel efeito imunoestimulador
e capacidade de modular a infec¢do, quando usadas para desafiar novas culturas de
macrofagos. Para estes ensaios, foram testados os esquemas de tratamento sem
infeccdo, em que as VE foram adicionadas nas culturas de células néo infectadas, e
de pos-infeccdo, em que houve exposicdo das culturas de macréfagos as VE e ao
BCG. Por fim, foi avaliada a atividade antimicobacteriana de macrofagos apos

tratamento com VE.
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Figura 4 - Desenho do estudo.

Trata-se de um estudo de infeccdo experimental. Apos preparo do indculo BCG, macrofagos derivados de
monacitos humanos foram infectados em um MOI 1:1 para obtengdo de VE. Para avaliar VE presentes no plasma
de doadores sadios, o sobrenadante foi ultracentrifugado. VE obtidas foram caracterizadas morfologicamente, bem
como sua composicao e contetido. Macrofagos infectados com BCG, MOI 10:1, foram tratados com VE e o efeito
imunoestimulador e potencial antimicobacteriano foram avaliados.
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5.2. CONSIDERACOES ETICAS

O projeto atual, inscrito no Sistema CEP-CONEP (Comité de Etica em
Pesquisa-Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa) sob o certificado de
apresentacao para apreciacado ética (CAAE): 79081317.5.0000.0040, foi aprovado
pelo CEP do Instituto Goncgalo Moniz/Fundacdo Oswaldo Cruz (CEP-IGM/FIOCRUZ).

5.3.CEPAS DE BCG

As cepas de Mycobacterium bovis BCG (Moreau-RJ) foram obtidas da colecéo
mantida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude/FIOCRUZ
(INCQS/FIOCRUZ/RJ).

As cepas liofilizadas foram reidratadas em meio liquido Middlebrook 7H9
suplementado com 10% de ADC (albumina, dextrose e catalase) e em seguida
mantidas a 37°C e 5% de CO:2 por 15 dias. ApoOs a incubacdo, suspensodes
homogéneas de micobactérias foram obtidas por vortex em tubo fechado com pérolas
de vidro para desagregar as unidades bacterianas. O numero total de bacilos na
suspensao foi quantificado por CFU em crescimento em meio sélido Middlebrook
7H10 suplementado com 10% de OADC (acido oleico, albumina, dextrose e catalase)
mantido a 37°C em atmosfera aerdbica por 45 dias, as colbnias foram quantificadas a

medida que surgiam na superficie do meio 7H10.

As aliquotas quantificadas foram estocadas em meio 7H9 a 20% de glicerol a -
80°C até o momento do uso.

5.4.0BTENCAO DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS HUMANOS

Os mondacitos foram obtidos a partir de concentrados de leucécitos de buffycoat
de doadores saudaveis, providos pela Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da
Bahia (HEMOBA).

A obtencado dos mondcitos foi realizada por centrifugacao diferencial utilizando
Histopaque-1077. O concentrado de leucécitos era lavado duas vezes com salina
estéril a temperatura ambiente. Apos as lavagens, o concentrado de células foi diluido
em salina estéril na proporgdo de 1:2, homogeneizado e submetido ao gradiente de

histopaque-1077 (ficoll) sob centrifugagcéo a 1500 rpm por 40 minutos a 25°C. O anel
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de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) formado foi coletado e

lavado duas vezes com salina estéril gelada.

Para a obtencédo dos monécitos, PBMC foram incubados a 4°C por 30 minutos
com microesferas de latex e hematita magnetizadas, recobertas com anticorpos anti-
CD14 (marcador de mondcitos e macrofagos). As células foram lavadas uma vez com
1mL de salina tamponada com fosfato degaseificada, contendo 1% de soro fetal
bovino depletado de vesiculas (tampé&o de selecdo magnética, TSM). O pellet foi
ressuspenso em 500 ul de TSM. Para a separacao, foi utilizado um suporte metélico,
colunas e imds proprios deste sistema. Foi utilizada uma coluna de separacao

magnética para cada 2-3 x 102 células.

As colunas foram encaixadas no aparelho de selecdo magnética e lavadas com
TSM. Em seguida, foi aplicada a suspensdo de células e antes de secar
completamente foi lavada duas vezes com TSM. ApGs a segunda lavagem, a coluna
foi removida do aparelho, foram adicionados 3mL de TSM e as células retidas foram
removidas por pressdao com um émbolo estéril. As células separadas magneticamente
foram lavadas uma vez com salina e quantificadas por azul de trypan utilizando

camara de Neubauer.

Os mondcitos foram ressuspensos em meio de cultura a concentracao de 2 x
10° células/mL. As células foram plaqueadas para diferenciacdo em macréfagos em
placas de 24 pocos ou garrafas de cultura e incubadas a 37°C, 5% de CO: por sete

dias na presenca de 50ng/mL de M-CSF.

Durante a execucgéao deste trabalho usamos dois tipos de meio de cultura para
cultivo das células: o primeiro era o meio livre de soro especifico para macréfagos
(macréfago SFM) e o segundo era o meio RPMI-1640, o qual era suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF) inativado pelo calor e depletado de VE, 2mM de L-
glutamina e 1% de antibidticos (RPMI completo). Para depletar as VE, o SBF foi
submetido a processos semelhante aos utilizados para isolamento de VE, descrito

mais a frente.
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5.5.INFECCAO DE MACROFAGOS HUMANOS COM MICOBACTERIAS

Aliquotas quantificadas de BCG previamente estocadas foram mantidas
overnight a -20°C e em seguida a 4°C por pelo menos 1 hora até completo
descongelamento. Essas foram lavadas duas vezes com PBS 1x (salina tamponada
com fosfato) para retirar o meio de congelamento, agregados celulares e possiveis VE
liberadas pelo BCG. Os bacilos do BCG foram reativados através da incubagdo em
meio RPMI ou macr6fago SFM sem antibidticos por 30 minutos a 37°C e 5% de COa.

Para infeccdo das células, o meio de cultura foi removido e a suspensao
micobacteriana foi adicionada nos pocos e mantida por duas horas em atmosfera
aerdbica a 37°C, a uma taxa de infeccdo de 1:1 para ensaios de obtencao de VE ou
10:1 nos experimentos de tratamento de macréfagos com VE. Apdés o tempo de
infeccéo, as células foram cuidadosamente lavadas com PBS 1x pré-aquecido a 37°C
para remocao dos bacilos extracelulares. Gentamicina foi adicionada para eliminar os
bacilos que nao foram internalizados, seguido da adicdo de meio de cultura
perfazendo um volume final de 1mL/pog¢o em placas de 24 poc¢os. Em todos 0s ensaios

houve também macréfagos que néo foram infectados, como controle.

5.6. AVALIACAO DA CARGA BACILAR PELA ENUMERACAO DE CFU

Para quantificacdo da carga bacilar intracelular do BCG por CFU, macrofagos
infectados foram permeabilizadas com meio 7H9 contendo saponina a 10% ou Triton
X-100 a 0,1%. Diluicbes seriadas foram preparadas utilizando meio 7H9 e
posteriormente aliguotas de 50uL foram cultivadas em placas de Petri contendo meio
sélido 7H10 suplementado com 10% de OADC em triplicata. As placas foram
incubadas a 37°C e 5% de CO:2 por 45 dias; as colonias foram quantificadas

macroscopicamente na superficie do meio 7H10 conforme surgimento.

5.7.VIABILIDADE CELULAR PELA RESAZURINA

Para avaliar a viabilidade celular, o meio de cultura foi removido e acrescentou-
se novo meio de cultura contendo 10% de resazurina nos pocgos teste, sem ceélulas
(controle negativo) e somente com o meio (branco), todas as condicdes em triplicata.
A resazurina € um corante azul ndo fluorescente que é reduzido a resorufina,

altamente fluorescente de cor rosa em resposta a atividade metabdlica da célula
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(RAMPERSAD, 2012). As culturas foram incubadas por 4 horas a 37°C e 5% de COz,
em seguida o sobrenadante foi transferido para placas de 96 pocos de fundo chato e
lidas em espectrofotbmetro nos comprimentos de 570nm e 600nm. Os resultados

foram aplicados na férmula abaixo:
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onde €ox € 0 coeficiente de extingdo molar de resazurina na forma oxidada
(azul), red € 0 coeficiente de extingdo molar de resorufina na forma reduzida (rosa), A
representa a absorbancia dos pocgos, A' representa a absorbancia do controle
negativo, A1 representa o resultado da leitura no comprimento de onda 570nm,
enquanto A2 representa o resultado da leitura no comprimento de onda 600nm. O
calculo da reducdo na viabilidade em cada condicdo de cultivo foi realizado no
Microsot Excel 2013.

5.8.ISOLAMENTO DE VE A PARTIR DE MACROFAGOS HUMANOS E DO
PLASMA

Para o isolamento de VE liberadas de macrofagos derivados de mondcitos
infectados ou ndo pelo BCG, o sobrenadante da cultura foi coletado e submetido a
sucessivas centrifugacées e ultracentrifugacfes. A principio, o sobrenadante foi
colhido e centrifugado uma vez a 500 x g por 10 min a 4°C para remocéo de células
vivas. Apos a primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo
e centrifugado uma vez a 1500 x g por 10 minutos a 4°C para remocao de células
mortas. Em seguida, o sobrenadante foi novamente transferido para um novo tubo,
agora especifico para ultracentrifuga e ultracentrifugado uma vez a 8.000 x g por 10
minutos a 4°C para remover as células residuais, corpos apoptoticos e detritos
celulares. Apos esta ultracentrifugacéo, o sobrenadante contendo as VE foi transferido
para um novo tubo de ultracentrifuga e ultracentrifugado duas vezes a 100.000 x g por
45 minutos a 4°C. Ap6s o primeiro ciclo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
contendo as VE foi ressuspenso em PBS. Por fim, o precipitado contendo as VE foi
ressuspenso em PBS, filtrado em um filtro de 0,2um, quantificadas por dosagem de

proteinas (descrito a seguir) e por fim congeladas a -80°C até o uso.
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Além de VE do sobrenadante de cultura, obtivemos VE do plasma de doadores
saudaveis. Para isso, 0 plasma foi coletado em tubos de heparina, diluido em PBS na
proporcdo de 1:4 e submetido aos processos de centrifugacao, ultracentrifugacao,

filtragem e dosagem de proteinas descritos anteriormente.
5.9.DOSAGEM DE PROTEINAS

A quantificacdo das proteinas presentes nas preparacdes de VE foi realizada
seguindo as instrucdes do fabricante do kit BCA (ThermoScientific). Resumidamente,
foi preparada uma curva diluindo a albumina que vem no kit através de diluices
seriadas. As amostras foram diluidas em PBS (ou o tamp&o que estdo suspensas) na
presenca de 2% de dodecil sulfato de sodio (SDS) devido a presenca de
lipidios/lipoproteinas. Um tubo contendo somente PBS foi considerado como branco.
Os tubos das amostras, da curva e o branco foram homogeneizados com uma mistura
dos reagentes Ma, Mb e Mc do kit e em seguida incubados por 2 horas a 37°C ao
abrigo da luz. Apés a incubacao, as amostras e a curva foram transferidas para uma
placa de 96 pocos de fundo chato e lidas no espectrofotdmetro selecionando o

programa para BCA (&cido bicinconinico) e leitura em 562nm.

5.10. PADRONIZACAO

A primeira etapa de desenvolvimento do projeto foi a de padronizacdo, nessa
fase, o sobrenadante da cultura foi colhido em 3 dias diferentes para a obtencao de
VE. Nos dias 3, 6 e 9 apds a infeccdo, o sobrenadante de cultura de células infectadas
e nao infectadas (como controle) foi colhido e submetido aos processos de
centrifugacéo e ultracentrifugacao descritos anteriormente para obtencao de VE-Meio
(vesiculas extracelulares de macréfagos ndo infectados) e VE-BCG (vesicula
extracelulares de macrofagos infectados pelo BCG). Nos dias da cinética foram
avaliados também a viabilidade dos macréfagos através da resazurina e a carga

bacilar por CFU.

Através da avaliacdo dos resultados da quantificacdo de proteinas das VE-Meio
e VE-BCG (dias da cinética), viabilidade das células e carga bacilar intracelular foi
escolhido o dia ideal para obtencdo das VE. A partir dai, as VE passaram a ser

isoladas no dia escolhido para em seguida serem caracterizadas morfologicamente,
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por tamanho e concentracdo, moléculas de superficie, conteudo interno, avaliacdo do

efeito imunoestimulador e da atividade antimicobacteriana.

5.11. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE VE POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para avaliacdo morfolégica, 10ul da suspensdo de VE-Meio, VE-BCG e VE-
Plasma foi gotejada sobre grades de cobre revestidas com formvar e deixadas por 20
minutos a temperatura ambiente para a deposi¢cdo. O excesso de liquido foi retirado
com uma tira de papel filtro, em seguida, 10ul do contrastante acetato de uranila a 2%
foi gotejado sobre a grade por 1 minuto para permitir a contrastacdo. Repetiu-se o
processo para retirar o excesso de liquido e as grades foram deixadas secando a
temperatura ambiente. Apds 24 horas, as grades foram examinadas no microscopio

eletrbnico de transmissao.

5.12. QUANTIFICACAO DE VE POR ANALISE DE RASTREAMENTO DE
NANOPARTICULAS (NTA)

O tamanho e a concentracdo das VE purificadas foram determinadas utilizando
o equipamento NanoSight NS300. As particulas foram capturadas por uma camera
CCD e com auxilio de um software, cada particula teve seu movimento acompanhado
para mensuracdo de seu tamanho e concentracdo em suspensdo aquosa. Foi
adicionada no compartimento deteccao do aparelho 500 pL das amostras contendo
25ug de VE diluidas em PBS. Foram realizadas trés capturas de 30 segundos de
duracéo (20 frames por segundo) sob temperatura de 20°C. Utilizamos 25ug de VE-
Meio, VE-BCG e VE-Plasma para analise por NTA.

5.13. FENOTIPAGEM DAS VE

Para avaliar a externalizacéo da fosfatidilserina na superficie da membrana das
VE e a integridade da membrana, suspensfes de VE-Meio, VE-BCG e VE-Plasma
foram marcadas com anexina V e PI (iodeto de propidio), de acordo com as instrucdes
do fabricante (Annexin V Apoptosis Detection kit - Sigma). Resumidamente, um pool
preparado com a unido de 3 lotes diferentes de cada condicéo de VE foi tratado com
5ul anexina V, tampao de ligacdo e 10ul de PIl. Apds o tratamento, o material foi

incubado ao abrigo da luz por 10 minutos a temperatura ambiente e em seguida,
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analisados por citometria de fluxo. Para confirmar a origem macrofagica das VE e o
possivel papel na apresentacdo de antigenos, um pool de VE preparado como
descrito anteriormente foi utilizado para marcacdo com 5ul de anti-HLA-DR (BD
Biosciences) e 5ul anti-CD68 (eBioscience) por 30 minutos a temperatura ambiente e

em seguida, analisados por citometria de fluxo.

5.14. AVALIACAO DO CONTEUDO INTERNO DE VE

As preparacdes de VE foram analisadas pela deteccdo das citocinas e
quimiocina IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF. Para isso, as VE foram lisadas utilizando
tampéo RIPA e tiveram suas proteinas quantificadas por BCA. Em seguida, 4ug de
VE-Meio, VE-BCG e VE-Plasma foram analisadas utilizando ensaio multiparametro
com microsferas de latex recobertas com anticorpos (CBA) e leitura em citbmetro de

fluxo. O ensaio foi realizado de acordo com instrucdes do fabricante (BD Biosciences).

5.15. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA DE MACROFAGOS
INFECTADOS POR BCG APOS TRATAMENTO COM VE

Macrofagos humanos derivados de mondcitos foram infectados por BCG na
proporcao MOI de 10:1 e em seguida tratados com 50ug/mL de VE-Meio, VE-BCG ou
VE-Plasma por 24h. Apds o tratamento, o meio de cultura foi removido e as células
foram rompidas com meio 7H9 contendo saponina a 10% ou Triton X-100 a 0,1% e a
atividade antimicobacteriana dos macréfagos foi avaliada através da quantificacdo da
carga bacilar intracelular por CFU em estufa bacteriologica, por 45 dias a 37°C em

triplicata. Macréfagos néo tratados foram usados como controle.

5.16. AVALIACAO DO EFEITO IMUNOESTIMULADOR DE VE

Culturas de macrofagos de 7 doadores saudaveis infectados ou nédo pelo BCG
(MOI 10:1) foram tratadas com 50ug/mL de VE-Meio, VE-BCG ou VE-Plasma por 24h
(como controle foram usadas células sem tratamento). ApOos o tratamento, o
sobrenadante de cultura dos grupos tratados e nao tratados foram coletados,
centrifugados brevemente para retirar células mortas e/ou detritos celulares e foram
armazenados a -20°C. Analises em ensaio para deteccéo das citocinas IL-18, IL-6, IL-
8, IL-10 e TNF foi realizado por CBA de acordo com as instru¢des do fabricante (BD
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Biosciences). Além da dosagem de citocinas, a viabilidade celular foi avaliada apés o

tratamento com VE utilizando o ensaio da resazurina.

5.17. ANALISE ESTATISTICA

Para identificacdo de diferencas entre grupos foi considerado o nivel de
significancia de 95%. As comparacdes entre dois grupos experimentais foram feitas
pelo teste t de Student para grupos independentes ou pelo teste de Mann-Whitney,
para varidveis com distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica respectivamente. Da
mesma forma, comparacdes entre mais de dois grupos foram realizadas utilizando o
teste de ANOVA de uma via seguido do pés-teste de Tukey, ou teste de Kruskal-Wallis
seguido do pés-teste de Dunn. A determinacdo do tipo de distribuicéo foi feita pelo
teste de D'Agostino e Pearson.
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6. RESULTADOS

6.1. OBTENCAO DO INOCULO

O BCG (Moreau/RJ) inicialmente liofilizado ou o inéculo ja preparado foi
reativado, cultivado e por fim quantificado por CFU. A partir do sétimo dia de
incubacéo, as primeiras colonias formadas foram visualizadas macroscopicamente e

entdo enumeradas até os 45 dias de cultivo.

Foram preparados 15 indculos de BCG com concentra¢cdes conhecidas que
variaram de 1,10x10° a 3,22x108 bacilos/mL (Figura 5). Variacdes nas concentracdes
foram decorrente da origem do indculo, aqueles obtidos a partir da reativacdo de
in6culos previamente congelados e mantidos a -70°C apresentaram concentracfes

inferiores aos indculos obtidos a partir da cepa liofilizada (Figura 5).
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Figura 5 - Concentragao de in6culos gerados da BCG.

Inicialmente, os bacilos foram reativados em 7H9 e posteriormente repicados em 7H10 sem glicerol para
quantificagdo de CFU. Os in6culos obtidos variaram entre 1,10x10° a 3,22x108 bacilos/mL em concentragédo. A
maior concentracao foi obtida da amostra liofilizada. Dados estéo representados em média e desvio padrdo a partir
das col6nias quantificadas por indculo durante os 45 dias de incubagdo. A-N: in6culos obtidos a partir de cepas
conservadas em temperatura -70°C. O: inéculo obtido de cepa liofilizada. Todas as cepas foram de Mycobacterium
bovis BCG Moreau/RJ, cedidas pelo INCQS/FIOCRUZ/RJ.

6.2. PADRONIZACAO DA OBTENCAO DE VE DE MACROFAGOS

Na fase de padronizagéo, VE foram isoladas de sobrenadante de cultura de
macrofagos humanos. A partir da cinética experimental, os dias 3, 6 e 9 pos infeccao

com BCG (MOI 1:1) foram selecionados para isolamento de VE. Os critérios utilizados
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para a escolha do dia ideal em liberagdo de VE incluiram: viabilidade celular,

concentracdo de proteinas e carga micobacteriana intracelular.

6.2.1. Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada por leituras espectrofotométrica da medicao
de reducédo de resazurina em resorufina. Foram testadas duas condi¢cdes de cultivo
das células: na primeira, meio de cultura foi acrescido apenas imediatamente apds a
infec¢@o, sem acréscimo até o fim da cinética (Figura 6A);. na segunda condic&o, meio

de cultura foi acrescido em 25%, apés 72h de infeccdo (Figura 6B).

Na condicdo sem adicdo de meio foi observada uma gradual queda na
viabilidade celular no grupo de células ndo infectadas, finalizando a cinética com cerca
de 37% de células viaveis. Enquanto a viabilidade do grupo de células infectadas
manteve-se estavel até o sexto dia apos infeccdo, exibindo uma tendéncia a
diminuicdo apenas apoés esse dia, finalizando a cinética com 59% de células viaveis.
Observou-se a corregao da diminuicdo da viabilidade, na segunda condi¢ao, quando
foi feita adicdo de meio de cultura periodicamente. Nessa condigcdo ambos 0s grupos

apresentaram viabilidade superior a 90% até final da cinética.

Considerando que a viabilidade das células é fator crucial para liberacéo de VE,
a adicdo de meio de cultura apds 72h da infeccao foi considerada como condicéo
essencial para manter a viabilidade celular até final da cinética.
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Figura 6 - Avaliacdo da viabilidade celular durante cinética experimental.

A viabilidade celular avaliada ap6s a medicéo de reducdo de resazurina em resorufina. A absorbéancia foi lida nos
comprimentos de onda de 570nm e 600nm. Os ensaios foram realizados nos dias 0, 3, 6 e 9 apds a infecgdo. A
viabilidade celular foi analisada em duas condi¢des: sem posterior adicdo de meio de cultura (A) ou com a adicdo
de meio apés 72h da infec¢do (B). Dados representados em média e desvio padrao de experimentos
independentes.

6.2.2. Dosagem de proteinas em VE

VE foram isoladas do sobrenadante da cultura de macréfagos infectados ou
nao pelo BCG (MOI 1:1) nos dias 3, 6 e 9 apo6s a infeccédo. A dosagem de proteinas
das VE pela técnica do BCA foi utilizada como método para quantificagcdo. Na tabela
1 esta representado o resultado da quantificacdo de proteinas nas VE nos dias
indicados pela cinética. O dia 6, as concentracdes proteicas foram ligeiramente
maiores em ambos os grupos (337,3ug/mL em células infectada e 252,7ug/mL em
células nao infectadas). No dia 9 pos infeccdo, as concentragbes proteicas foram

291,6ug/mL e 251,1ug/mL para VE de células infectadas e nédo infectadas,
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respectivamente. Essas dados sugerem que esses sé&o 0s dias com maior liberacdo

de VE por macrofagos.

Tabela 1 - Dosagem de proteinas de VE por BCA.

Infectado Nao Infectado
Dia 3 246,3ug/mL 242,2ug/mL
Dia 6 337,3ug/mL 252,7ug/mL
Dia 9 291,6ug/mL 251,1ug/mL

VE isoladas do sobrenadante de cultura de macréfagos humanos infectados ou nédo por BCG nos dias 3, 6 e 9
apos a infecgdo foram lisadas por SDS e tiveram sua concentragdo proteica dosada pelo BCA seguindo as
instrucdes do fabricante (ThermoScientific). Dados representativos da medi¢céo de um pool do sobrenadante de 3
3 pogos em placas de 24 pocos contendo 108 células/mL para cada condig&o.

6.2.3. Avaliacdo da carga bacteriana intracelular

Houve a oportunidade de realizar um ensaio em que a carga bacilar intracelular
foi avaliada por CFU em macréfagos humanos infectados por BCG nos dias 3, 6 € 9
apos a infeccdo em um anico experimento. Nao foi observada diferenca na reducdo
da carga bacilar do BCG nos dias testados, sugerindo que o0s macrofagos
permaneciam infectados durante toda a cinética (Figura 7) levando em conta que a

viabilidade das culturas ndo apresentou variacao (dados ndo mostrados).
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Figura 7 - Carga bacilar intracelular durante cinética experimental.

As células foram permeabilizadas e os bacilos intracelulares foram ressuspensos em 7H9 e posteriormente
repicados em 7H10 para quantificagdo de CFU. Dados representados pela quantificagcdo de colénias em média e
desvio padrao de duplicatas nos dias 3 e 6 e de um Unico po¢o no dia 9 durante 45 dias de incubagdo em um Unico
experimento.
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Considerando a viabilidade celular superior a 95% (Figura 6), carga bacilar
confirmando a estimulacdo de macréfago (Figura 7) e maior concentracdo de VE
liberadas tanto por células infectadas quanto néo infectadas (Tabela 1), escolhemos
o dia 6 apos a infeccdo como dia ideal para isolamento das mesmas. A partir de entéo,

as VE passaram a ser isoladas sob as condi¢des padronizadas de infeccéo e tempo.

6.3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS VE

Para caracterizacdo morfolégica, as VE foram depositadas em grades de
carbono revestidas com formvar e observadas pelo MET entre os aumentos de
100.000 — 200.000 vezes. Na figura 8 estdo representados aglomerados de VE
pequenas encontradas distribuidas uniformemente nas grades e a presenca de VE
maiores que foram encontradas em menor frequéncia nas grades de VE-Meio (figura
8, A), VE-BCG (figura 8, B) e VE-Plasma (figura 8C).

A andlise por MET confirmou a eficiéncia do nosso protocolo para isolamento
de VE. Foram observadas VE com tamanhos diversos que variaram de 20nm a
350nm, sugerindo uma mistura heterogénea de exossomos (30nm-150nm) e

microvesiculas (100nm-1000nm).
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Figura 8 - Caracterizagdo morfolégica de VE.

VE depositadas em grades de cobre revestidas por formvar foram contrastadas por acetato de uranila a 2% e
visualizadas por MET nos aumentos de 100.000-200.000 vezes. Nos quadrados estdo representadas as VE
encontradas distribuidas homogeneamente nas grades (barra de escala 100nm). A: VE-Meio; B: VE-BCG; C: VE-
Plasma.

6.4. ANALISE DE RASTREAMENTO DE NANOPARTICULAS (NTA)

Para avaliar o tamanho e a concentracdo das VE, foi realizada a analise de
rastreamento de nanoparticulas através de um sistema que utiliza um microscopio e
uma fonte de laser que faz possivel a visualizacdo das VE usando o equipamento
NanoSight NS300.

Foram realizadas trés capturas de 30 segundos de duragédo (20 frames por
segundo). Na Figura 9 estéo representadas imagens de um frame para cada uma das
condicbes de VE obtidas. Na figura 9A esta demonstrado a imagem de um frame
obtido a partir do PBS, diluente utilizado para ressuspender as VE no processo de
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obtencao e para diluicAo do material para ser analisado pelo NTA, o PBS foi usado
como branco na andlise. VE-Meio, VE-BCG e VE-Plasma estdo representados nas

figuras 9B, 9C e 9D, respectivamente.

Nas imagens produzidas pelos frame videos é possivel confirmar o formato das
VE visualizadas pela MET. N&o foi observada diferenca no tamanho das VE,

entretanto as VE-Plasma mostram-se muito mais concentradas que os demais grupos.

Figura 9 - Analise quantitativa de VE por NTA.

25ug de VE foram diluidas em PBS e avaliadas por NTA usando o equipamento Nanosight NS300. Foram
realizadas trés capturas de 30 segundos de duracdo (20 frames por segundo). Imagem representativa de um
Frame do frame video produzido a partir do PBS como branco (A), VE-Meio (B), VE-BCG (C) e VE-Plasma (D).

Com o auxilio de um software as VE tiveram seu movimento acompanhado
para mensuracdo de seu tamanho e concentracdo. A distribuicdo das VE pela
concentracdo (eixo y) e tamanho (eixo x) esta ilustrado na figura 10. Em figura 10A,
estdo representadas as VE-Meio, com didmetro que chegou a 451nm e a moda de
158nm (pico). Na figura 10B, a distribuicdo das VE-BCG, com diametro maximo de
460nm e a moda de 123nm. Na figura 10C, estéao representadas as VE-Plasma com
diametro maximo detectado de 514nm e moda de 129nm. Na figura 10D, esta
representada a comparacgéo entre todos 0s grupos, aonde se destaca a distribuicao
das VE-Plasma sobre os outros grupos devido a sua maior concentracdo de

particulas/mL. Esses resultados confirmam o tamanho de VE que observamos por
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MET e excluem a possibilidade de contaminacdo das nossas preparacdes com corpos

apoptoticos.
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Figura 10 - Distribuicdo das VE por tamanho.

25ug de VE foram diluidas em PBS e avaliadas por NTA usando o equipamento Nanosight NS300. O tamanho e
a concentracdo das VE foram medidas e estdo representadas no grafico por tamanho (eixo X) e concentracao
(eixo Y). Dados representados pela média dos valores obtidos de trés ensaios para 25ug de proteinas de VE-Meio
(A), VE-BCG (B) e VE-Plasma (C). Em D as distribui¢cdes dos trés grupos de VE foram representadas agrupadas.

A quantificacdo das VE esta representada na figura 11. Em 11A, esta
demonstrado a semelhanga no tamanho médio das VE dos diferentes grupos, onde
as VE-Meio tinham tamanho médio de 167nm, seguido por 165nm das VE-BCG e as
VE-Plasma com 179nm. Quanto a concentracdo, assim como visualizado pelos
frames video, as VE-Meio e VE-BCG exibiram concentragdes semelhantes, com
8,81x108e 8,42x108 particulas/mL respectivamente, enquanto que o grupo VE-Plasma

apresentou a concentracdo de 2,43x10° particulas/mL, quase 3 vezes maior que a
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concentragcdo dos grupos anteriores considerando a mesma quantidade de proteinas

em todos os grupos (Figura 11B).
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Figura 11 - Rastreamento de VE por NTA.

VE em suspensao foram capturadas por uma camera CCD, cada particula teve seu movimento acompanhado para
mensuracao do tamanho (A) e concentragdo (B) pelo NanoSight NS300. As barras representam a média e o desvio
padrao de um experimento realizado em triplicata.

6.5. FENOTIPAGEM DE VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DE
MACROFAGOS E DO PLASMA.

6.5.1. Externalizacdo da fosfatidilserina

A externalizagdo da fosfatidilserina foi avaliada em VE isoladas de macro6fagos
infectados ou ndo pelo BCG mantidos em cultivo por 6 dias ou isoladas do plasma de
doadores saudaveis através da marcacdo com Anexina V e Pl; a marcacao com PI foi

utilizada para excluir a possibilidade de contaminacéo por corpos necréticos.

Observou-se a marcacao positiva para Anexina V em 14,84% das VE-BCG,
21,57% de VE-Meio e 95,61% para VE-Plasma (Figura 12). A baixa marcacao por PI
exclui a contaminacdo por corpos necroticos bem como confirma a integridade da

membrana das VE.
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Figura 12 - Citometria de fluxo de VE marcadas com Anexina V/PI.

Dot plots representativos da marcagcao de um pool preparado com a unido de 3 lotes diferentes de VE-BCG (A),
VE-Meio (B) e VE-Plasma (C) marcados com anexina V/PI em um Unico experimento. Detritos foram excluidos das
andlises. Pelo menos 1.000 eventos foram analisados para VE-BCG e VE-Meio e 10.000 eventos para VE-Plasma.

6.5.2. Marcacédo de VE com anti-CD68 e anti-HLA-DR

Um pool de 3 lotes diferentes de VE derivadas de macréfagos e do plasma,
obtidas conforme descrito anteriormente foi marcado com um anticorpo especifico
para macrofago (anti-CD68) para confirmar a origem macrofagica dessas
preparacdes, bem como com anticorpo contra um receptor da superficie celular de
MHC de classe Il (anti-HLA-DR) para avaliar o possivel papel dessas VE na
apresentacdo de antigenos (Figura 13). Ao lado esquerdo da figura estédo
representados os dot plots da marcacéo do anti-CD68 e anti-HLA-DR. Foi selecionado
um gate apenas com as VE CD68 positivo. Ao lado direito estdo representados
histogramas da positividade do HLA-DR entre as VE CD68 positivo (selecionadas no

gate).

Na figura 13, A, estdo as VE ndo marcadas como controle, demonstrando que
nao ha positividade para as moléculas testadas excluindo a possibilidade de

resultados falso-positivo.

A marcacéo positiva para CD68 foi observada em 68,58% de VE-Meio, 58,54%
de VE-BCG e 94,47% de VE-Plasma, sugerindo uma grande prevaléncia de VE de
origem macrofagica ou que pelo menos expressam uma molécula altamente presente
em macrofagos. Entre essas VE CD68 positivas, a dupla marcagdo com HLA-DR foi
observada em 71,25% de VE-Meio (Figura 13, B), 61,22% VE-BCG (Figura 13, C) e
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82,21% de VE-Plasma (Figural3, D), demonstrando o possivel papel dessas VE na
apresentacao de antigenos.
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Figura 13 - Citometria de fluxo de marcadas com anti-CD68 e anti-HLA-DR.

Um pool preparado com a unido de 3 lotes diferentes de VE foi marcado com anti-CD68 PE e anti-HLA-DR PE Cy7
por 30 minutos ao abrigo da luz e em seguida analisadas por citometria de fluxo Ao lado esquerdo estdo
representados os dot plots da marca¢éo do anti-CD68 e anti-HLA-DR. Foi selecionado um gate apenas com as VE
CD68 positivo. Ao lado direito esta representado a positividade do HLA-DR entre as VE CD68 positivo. Dados
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representativos de um Unico experimento onde pelo menos 1.000 eventos foram analisados para VE-BCG e VE-
Meio e 10.000 eventos para VE-Plasma. A: Ndo marcado; B: VE-Meio; C:VE-BCG; D: VE-Plasma. Detritos foram
excluidos das analises.

6.6. AVALIACAO DO CONTEUDO INTERNO DAS VE

Para avaliar se VE carregam citocinas internamente, 4ug de VE foram lisadas
utilizando o tampao RIPA e foram analisadas para a presenca das citocinas IL-1, IL-
6, IL-8, IL-10 e TNF por CBA de acordo com as recomendacdes do fabricante (BD
Bioscience). Foram observados niveis detectaveis de IL-6 e IL-8 em VE-BCG, assim
como de TNF em todos os grupos (Figura 14). Destacam-se niveis aumentados de IL-
6 em VE-BCG quando comparadas a VE-Meio e niveis aumentados de IL-8 em VE-
BCG quando comparadas a VE-Meio e VE-Plasma. Esses niveis aumentados de
moléculas proé-inflamatérias podem de alguma forma desencadearem respostas nas
células receptoras, que ainda nao foram bem caracterizadas. Ndo foram observados

niveis detectaveis das citocinas IL-1 e IL-10 em nenhuma das preparacdes de VE.
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Figura 14 - Dosagem de citocinas internas em VE

A quantificacdo de citocinas foi realizada em 4ug de VE lisadas pelo tamp&o RIPA por citometria de fluxo, utilizando
o kit CBA inflamatdrio. Foram encontrados niveis detectaveis das citocinas IL-6 (A), IL-8 (B) e TNF (C) nas VE de
diferentes condi¢fes. Os valores correspondem a média e desvio padrdo de 7 lotes diferentes de VE. * p<0,05
quando comparado com os demais grupos usando o teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn.
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6.7.AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA DE MACROFAGOS
TRATADOS COM VE.

A atividade antimicobacteriana de macréfagos foi avaliada apds o tratamento
com VE por 24 horas através da quantificacdo da carga bacilar intracelular por CFU
durante 45 dias. A média de coldnias quantificadas do grupo nao tratado no final de
45 dias de cultura foi considerado como indice 1. Observou-se uma tendéncia a
reduzir a carga bacilar intracelular nos grupo de células tratadas com VE-BCG e VE-

Plasma, com reducdo meédia de 37,5% neste experimento (Figura 15).
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Figura 15 - Carga bacilar intracelular de BCG em macrdéfagos tratados com VE.

O grafico mostra a razdo do nimero de CFU obtido a partir da cultura de micobactérias dos grupos do tratamento
em relacdo a cultura ndo tratada. Macréfagos humanos derivados de mondcitos foram infectados por BCG (MOI
10:1) e em seguida tratados com 50ug/mL de VE-Meio, VE-BCG, VE-Plasma por 24h. As células foram
permeabilizadas e os bacilos intracelulares foram cultivados para quantificacdo de CFU em 7H10 em triplicata.
Macrofagos nao tratados foram avaliados como controle.

6.8. AVALIACAO DO EFEITO IMUNOESTIMULADOR DE VE

O efeito imunoestimulador de VE foi avaliado por BCA através da quantificacao
das citocinas IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF no sobrenadante da cultura apds 24 horas
do tratamento com VE. Com excecado da IL-8, todas as citocinas tiveram seu niveis
elevados apos a infec¢ao. O tratamento nao foi responsavel pela variacdo observada
no aumento concentracdo de citocinas no grupo de células infectadas. Entretanto,
observamos que o tratamento com VE-Meio elevou os niveis de IL-8 entre as células

ndo infectadas em comparagcédo com as células néo tratadas (Figura 16).
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Observamos uma grande variagao no perfil de liberacdo de citocinas entre os
voluntarios do mesmo grupo e mesmo tratamento para células infectadas enquanto
observamos perfis diferentes nas citocinas IL-6, IL-8 e TNF entre as células néo

infectadas.
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Figura 16 - Quantificacdo de citocinas apds tratamento com VE.

Macrofagos humanos derivados de mondécitos de 7 doadores saudaveis foram infectados ou néo pelo BCG. Apos
a infeccdo, as células foram tratadas por 24 horas com VE-BCG, VE-Meio e VE-Plasma, o potencial
imunoestimulatério de VE foi avaliado pela detecgdo de citocinas no sobrenadante de cultura apés o tratamento.
Os valores correspondem a média e desvio padrao de 7 lotes diferentes de VE. * p<0,05 quando comparado com
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0s demais grupos usando o teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn. NI-NT: células ndo infectadas
sem tratamento com VE; NI-VE-Meio: células ndo infectadas tratadas com VE-Meio; NI-VE-BCG: células nédo
infectadas tratadas com VE-BCG; NI-VE-Plasma: células ndo infectadas tratadas com VE-Plasma; INF-NT: células
infectadas por BCG sem tratamento com VE; INF-VE-Meio: células infectadas por BCG tratadas com VE-Meio;
INF-VE-BCG: células infectadas por BCG tratadas com VE-BCG; INF-VE-Plasma: células infectadas por BCG
tratadas com VE-Plasma.

6.8.1. Avaliacdo da viabilidade celular apos o tratamento com VE

Macrofagos humanos de doadores saudaveis infectados ou ndo pelo BCG
foram tratados com 50ug/mL de VE por 24 horas. Apés o tratamento, a viabilidade das
células foi avaliada pela reducéo da resazurina. A andlise da viabilidade demonstrou
gue mais de 90% das células estavam viaveis em ambos 0s grupos, sendo que as
células que foram infectadas apresentaram reducdo na viabilidade. Apesar do
tratamento ndo ter sido responsavel por mudancas na viabilidade das células, foi
observada uma tendéncia a corrigir a queda na viabilidade das células infectadas apés
o tratamento com VE-BCG (Figura 17).
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Figura 17 - Viabilidade celular apés o tratamento com VE.

Foi adicionado meio de cultura a 10% de resazurina por po¢o em triplicata e incubado a 37°C e 5% CO2 por 4h. A
absorbancia foi lida nos comprimentos de onda de 570nm e 600nm. Foi avaliada a viabilidade de macréfagos
humanos infectados ou ndo por BCG (MOI de 10:1) tratados com 50ug/mL de VE por 24h. Dados representados
em média e desvio padrdo de um Unico ensaio com 7 doadores. NI-NT: células ndo infectadas sem tratamento
com VE; NI-VE-Meio: células ndo infectadas tratadas com VE-Meio; NI-VE-BCG: células nao infectadas tratadas
com VE-BCG; NI-VE-Plasma: células ndo infectadas tratadas com VE-Plasma; INF-NT: células infectadas por BCG
sem tratamento com VE; INF-VE-Meio: células infectadas por BCG tratadas com VE-Meio; INF-VE-BCG: células
infectadas por BCG tratadas com VE-BCG,; INF-VE-Plasma: células infectadas por BCG tratadas com VE-Plasma.
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7. DISCUSSAO

No presente trabalho caracterizamos VE liberadas de macrofagos infectados
por BCG ou sem infecc¢do, isoladas apés 6 dias da infec¢cdo e VE isoladas diretamente
do plasma de doadores saudaveis. A caracterizacdo das VE levou em consideracéo
o seu tamanho, forma e componentes. Procuramos também caracterizar as VE
funcionalmente, avaliando sua potencial acédo pré-inflamatéria, imunoestimuladora e
antimicobacteriana quando usadas como estimulo em cultura de macrofagos

humanos.

Analisando a nossa padronizacdo para a obtencéo das VE, observamos que a
infecgdo pelo BCG foi associada a maior liberagdo de VE em todos os pontos da
cinética avaliados, o que esta de acordo com outros trabalhos que demonstraram o
aumento na liberacdo de VE por células ativadas ou que estdo em estado apoptético
(THERY, OSTROWSKI e SEGURA, 2009).

A analise por MET confirmou a eficiéncia do nosso protocolo para isolamento
de VE. Observamos VE-Meio, VE-BCG e VE-Plasma com tamanho variavel de 20nm
a 350nm e formato compativel com o descrito na literatura para VE liberadas de
diversos tipos celulares, inclusive macréfagos infectados pelo MTB (ATHMAN et al.,
2015; CRONEMBERGER-ANDRADE et al.,, 2014; DRAGOVIC et al., 2011,
GUALERZI et al., 2017). Essa caracterizacdo foi corroborada pela analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA), através da qual demonstramos a presenca das
VE em suspensédo, com tamanho variando de 30nm a 500nm, aproximadamente
equivalente quando comparadas as condi¢cdes avaliadas. De acordo com as nossas
observacbes por MET e NTA, € possivel inferir que as VE isoladas sdo compostas
heterogeneamente da mistura de exossomos (30nm-150nm) e microvesiculas
(100nm-1000nm) (RUTTER e INNES, 2017; TKACH e THERY, 2016; TRIPISCIANO
et al., 2017; WHITESIDE, 2018; YANG e LI, 2018). Esses resultados excluem a
possibilidade da presenca de corpos apoptéticos, que medem de 1um-5um de
diametro (RUTTER e INNES, 2017; TRIPISCIANO et al., 2017).

No ensaio de NTA usamos 25ug de VE para cada grupo. Mesmo com a mesma
guantidade de proteinas usadas para todos 0s grupos e a pequena variacao no
tamanho meédio das vesiculas, observamos diferencas nas concentracbes das

particulas por ml, que foi mais acentuada nas VE-Plasma, com cerca de 3x a
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concentracdo de particulas exibida por VE-Meio e VE-BCG. Essa diferenca pode estar
relacionada a composicdo das VE, sendo necessario realizar analises protedémicas

para confirmar essa hipétese e avancar em relacdo a sua caracterizagao.

As VE tém sido classicamente -caracterizadas pela confirmacdo da
externalizacdo da fosfatidilserina, uma caracteristica que foi utilizada na literatura
como parametro para a quantificacao de VE utilizando citometria de fluxo. No entanto,
estudos vém demonstrando que essa classificacdo pode levar a uma subestimacéo
da quantidade de VE, levando em consideracdo que nem todas as vesiculas
expressam a fosfatidilserina no folheto externo da membrana (BERNIMOULIN et al.,
2009; CONNOLLY et al., 2015). Encontramos baixa positividade para a fosfatidilserina
externalizada nas VE-BCG e VE-Meio, o que poderia levar a subestimacdo da
guantidade de VE caso esse parametro fosse considerado para quantificacdo das VE
em nosso trabalho. Em contraste, as VE-Plasma foram quase que em sua totalidade
marcadas para anexina V (96,49%). Essa elevada positividade foi descrita por outros
autores, estando relacionada a origem plaquetaria dessas VE (CHRISTERSSON,
JOHNELL e SIEGBAHN, 2013; CONNOLLY et al., 2014). A baixa marcagao por PI
(menos de 1%) excluiu a possibilidade de contaminagéo do material por DNA/corpos

necroéticos.

Em seguida, buscamos avaliar a origem das VE em nossas preparacoes,
verificando a expressdo de anti-CD68, molécula encontrada na superficie de
macrofagos, bem como de HLA-DR, responséavel pela apresentacdo de antigenos.
Mais da metade das VE apresentaram expressao de CD68, e entre as VE positivas
para esse marcador observamos de 61 a 82% de expressdo de HLA-DR,
corroborando com um possivel papel na apresentacdo de antigenos. A presenca de
HLA-DR na superficie de VE ja foi relatada e tem sido associada ao seu papel pro-
inflamatorio (SCHNEIDER e SIMONS, 2013). Observamos que mais de 80% das VE-
Plasma expressaram CD68, embora as VE-Plasma sejam descritas como derivadas
de muitos tipos celulares, incluindo plaquetas, células endoteliais, leucdcitos e
eritrocitos. E possivel que o CD68 seja encontrado na superficie de VE aliado a
marcadores de outros tipos celulares. Seréo realizados novos ensaios, com diferentes
marcadores, para caracterizar melhor a composi¢cao das nossas preparacoes de VE,

sobretudo as VE-Plasma.
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Considerando que a transferéncia do seu conteudo interno para células
receptoras é uma das caracteristicas mais descritas das VE (RAMACHANDRAN e
PALANISAMY, 2012), avaliamos a presenca das citocinas IL-1(, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF intravesiculares em nossas preparacdes, As citocinas podem ser liberadas
predominantemente em forma solUvel ou associada a VE, dependendo do sistema
biolégico. O padrdo de encapsulamento pode ser alterado apo6s estimulacao,
sugerindo que o encapsulamento de citocinas em VE ndo € simplesmente a
propriedade de uma citocina especifica, mas sim um processo biolégico rigido. A
compartimentalizag&o de citocinas encapsuladas em VE néo é revelada pelos ensaios
tradicionais (que quantificam as citocinas sollveis), e pode desempenhar um papel
significativo na salude e na doenca. VE portadoras de citocinas sao biologicamente
ativas ao interagir com células sensiveis, podendo desencadear respostas proé-
inflamatorias. (FITZGERALD et al.,, 2018). Encontramos niveis aumentados das
citocinas IL-6 e IL-8 nas VE-BCG, enquanto que niveis minimos de TNF foram
detectados nos trés grupos de VE (obtidas apds cultivo e do plasma). Nao foram
detectadas IL-1B ou IL-10. IL-6 e IL-8 s&o citocinas proé-inflamatdrias que estédo
relacionadas a uma série de funcdes fisioldgicas, além de promoverem a migracao

coordenada e direcional de células do sistema imune (KLAFKE e ALEGRE, 2015).

A presenca de citocinas internas e a expressao de HLA-DR sugerem que
nossas VE possam desempenhar a funcdo pro-inflamatéria. Para avaliar essa
possivel funcdo, quantificamos a producéo de citocinas em culturas de macréfagos
humanos infectados ou n&o por BCG tradadas com 50ug/ml de VE. Foram dosadas
as citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF e IL-8. Observamos a elevag¢do nos niveis de
todas as citocinas, exceto IL-8, apds a infeccdo, independentemente do tratamento
das células infectadas com VE. Entre as células nao infectadas, encontramos que o
tratamento com VE-Meio e VE-BCG aumentou a producéo de IL-8 pelos macréfagos.
Outros estudos de estimulacdo de macrofagos com VE derivadas de micobactérias
ou de células infectadas com micobactérias relataram o aumento da producédo de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias: VE isoladas de macréfagos infectados por
micobactérias induziram a liberagéo de TNF, IL-8, MIP-1a e MCP-1 (WALTERS et al.,
2013); VE de neutrofilos infectados por MTB induziram a liberagéo de TNF, IL-6 e IL-
10 (ALVAREZ-JIMENEZ et al., 2018); e VE isoladas de cultura de micobactérias
induziram a producgdo de IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12, TNF, CXCL1 e MIP-1a / CCL3
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(PRADOS-ROSALES et al., 2011). Esses estudos foram realizados utilizando
cinéticas de isolamento de no maximo 3 dias, além de estimulos, origem e
concentracdo de VE para tratamento diferentes das que usamos, o que pode interferir
no perfil de ativacdo das células. A mudanca no perfil de ativagcdo das células
(inclusive mondcitos e macroéfagos) leva a mudanca no padrdo de expressdo de
citocinas nas VE, podendo gerar diferentes respostas quando usadas para
estimulacdo de células (FITZGERALD et al., 2018). Pretendemos explorar 0 n0osso
modelo para compreender melhor a influéncia dessas divergentes condicbes de

cultivo na capacidade estimulatoria de VE.

Pretendemos avaliar a atividade antimicobacteriana de macréfagos apds o
tratamento com VE. Em um experimento piloto realizado em triplicata observamos
uma reducdo de aproximadamente um terco da carga bacilar intracelular nos
macrofagos que foram tratados com VE-BCG e VE-Plasma. A reducdo da carga
bacilar intracelular foi relatada anteriormente em um trabalho em que macréfagos
foram tratados com VE derivadas de neutrofilos infectados por MTB (ALVAREZ-
JIMENEZ et al., 2018).

Sumarizando os nossos resultados, obtivemos VE de macréfagos humanos
tanto em condi¢des fisiolégicas quanto por infeccdo com BCG. A infeccdo elevou a
quantidade de VE liberadas. Obtivemos também VE isoladas do plasma. N&o foram
observadas diferencas morfoldgicas nas prepara¢des de VE nem tamanho médio para
nenhum dos grupos avaliados, entretanto as VE-Plasma possuiam 3 vezes mais
particulas por mL que VE-Meio e VE-BCG nas mesmas concentracdes de proteinas.
Demonstramos externalizacao de fosfatidilserina, presenca de CD68 e expressédo de
HLA-DR em todos os grupos de VE, sugerindo um potencial papel pro-inflamatdério.
Ao nosso melhor conhecimento, este foi o primeiro trabalho que demonstrou que VE
isoladas de macrofagos infectados por BCG carreiam citocinas internamente. A IL-6 e
IL-8 compartimentalizadas nessas vesiculas podem favorecer a estimulacdo de
células receptoras, bem como o aumento da atividade antimicobacteriana de
macréfagos infectados, embora ndo tenhamos encontrado diferencas na producéo de

citocinas por macréfagos tratados com VE.

Com o decorrer do trabalho, encontramos dificuldades para repetir alguns

ensaios, entre eles a avaliacdo da cinética de infeccéo, a atividade antimicobacteriana
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e o NTA. Para a publicacdo, pretendemos repetir esses ensaios, além de caracterizar
as VE com uma gama maior de marcadores. Pretendemos também refazer o ensaio
do efeito imunoestimulador de VE utilizando uma nova cinética. Outras perspectivas
incluem demonstrar a existéncia ou nao de antigenos micobacterianos nas VE, e

avaliar seu efeito na migracdo e adesao celular apds o estimulo.
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8. CONCLUSAO

Macrofagos infectados pelo BCG (cepa vacinal Moreau-RJ) sdo capazes de
liberar VEs que carregam moléculas de superficie do macrofago. Essas VEs tém
potencial proé-inflamatério por expressarem HLA-DR e apresentarem niveis
detectaveis de citocinas pro-inflamatorias no seu interior. Nossos dados sugerem uma

possivel atividade microbicida.
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